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1. Summary

Submitted thesis summarizes the results from the long
research focused on the apolipoprotein A5 gene (APOAD).

Collected results show, that this gene is one of the key
regulators of plasma triglyceride levels and their variants affect not
just plasma TG levels but also risk of myocardial infarction
development.

In functional studies we have proved, that human
recombinant APOA5 binds to plasma lipoproteins and affect their
interactions with cell receptors. Further these interactions are
partially dependent on gene mutations/variants. However, in the
inbred model of hypertriglyceridemic rat, APOA5 plays no role in TG
determination.

The major focus of the APOAS research was concentrated
on fields with potential impact on predictive genetic and personalized
medicine.

Firstly, the gene was sequenced in ~500 individuals of
different ethnic groups and almost twenty variants were detected.
Selected polymorphisms and mutations were than analyzed in
details on groups of patients (most importantly patients with extreme
levels of plasma triglycerides, patients with myocardial infarction,
patients treated with statins) and controls (large groups of volunteers
selected either on population based background, or according the
defined primary criteria and intervention). The importance of some
common variants in determination of plasma triglycerides and
myocardial infarction was proved. In contrast, detected rare
mutations exhibit content dependent effect (but, we did not have a
possibility to analyze them in homozygous state) on plasma lipids.
Most importantly, we have detected significant gene-gene and gene-
environment interactions.

Common variants within the APOA5 gene could be in the
future used in personalized medicine, especially like a factor in
primary prevention of cardiovascular diseases and a factor
influencing the interventional (acti-and nutri-genetic) and treatment
(pharmacogenetic) strategies.



2. Souhrn

Predkladané teze souhrnnym zpUsobem predstavuji
vysledky nékolikaletého vyzkumu ulohy genu pro apolipoprotein A5
(APOADb) v determinaci kardiovaskularnich onemocnéni.

Vysledky ukazuji, Ze tento gen je jednim z klicovych
regulatord hladin plazmatickych triglyceridd a Ze jeho varianty
ovliviiuji i riziko vzniku infarktu myokardu.

Funk&ni analyzy prokazaly, Ze lidsky rekombinantni APOA5
se vaze na plazmatické lipoproteiny a ovliviiuje jejich interakce s
buné&nymi receptory. Tyto interakce do ur€ité miry zavisi na
genetickych mutacich/variantach.

Oproti tomu, u inbredniho modelu hypertriglyceridemickych
potkant APOAGS funguje normalné a nehraje roli v determinaci hladin
TG.

Hlavni smér vyzkumu genu pro APOAS5 byl soustfedén na
potencialni vyuziti analyz variant genu v prediktivni genetice a
personalizované mediciné.

Gen byl sekvenovan u témér péti set jedincl riznych etnik a
detekovali jsme témé&F dvacet jeho variant. Vybrané polymorfismy a
mutace byly analyzovany na rlznych skupinach pacientd (pfedevsim
u pacientd s extrémnimi hladinami TG, pacientdl s infarktem
myokardu a u pacientd léenych statiny) a kontrol (skupiny
representativné vybranych dobrovolnikd — populaéni vzorky; a
skupiny uUzce vybrané na zakladé pfedem danych kritérii). Prokazal
se vyznamny vliv nékterych béznych variant v determinaci
plazmatickych triglyceridl a infarktu myokardu. Vzacné mutace genu
nemély na hladiny sledovanych parametrd jednoznacny vliv -
nicméné, nepodafilo se ndm nalézt nositele mutaci v homozygotnim
stavu. A nakonec, podafilo se detekovat vyznamné gen — gen a gen
— prostredi interakce.

BéZné variant genu pro APOA5 jsou do budoucna
kandidatem pro vyuZiti v personalizované mediciné, pfedevdim v
primarni prevenci kardiovaskularnich onemocnéni a jako bod v
algoritmech rozhodujicich o typu intervencnich strategii (akti-, nutri-
a farmako- genetika).



3. Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou v primyslovych
zemich nejCastgjsi pfi€inou umrti a jednim z nezavislych rizikovych
faktor(i rozvoje KVO jsou i vysoké hladiny triglyceridd (TG) v krevni
plazmé (Austin et al. 1987, Forester 2001). Je znamo, zZe hladiny
triglyceridd v plazmé jsou vysledkem pUlsobeni faktorl vnéjsich
(mezi né patfi pfedevSim dietni zvyklosti, konzumace alkoholu,
koufeni a télesna hmotnost) a vnitfnich - genetickych. Podobné jako
u ostatnich rizikovych faktort KVO je znamo, Ze genetické a
environmentalni faktory se podili na vysledné hladiné plazmatickych
TG priblizné stejné.

Genetické predispozice k vysokym hladinam plazmatickych
TG byly béhem poslednich dvaceti let intenzivné analyzovany. Az
dosud byly analyzovany stovky polymorfizm( v rlznych genech,
které by mohly mit vliv na hladiny plazmatickych TG (napfiklad -
Gehrisch 1999, Cohen et al. 1999, Talmud and Humphries 2001,
Hubacek et al. 2003a, Hubacek et al. 2007a, Vrablik et al. 2008,
Vrablik and Hubacek 2010).

Nejslibnéjsi  vysledky se jsou spojeny s variantami
apolipoprotein (APO) v genovém klastru APOA1/APOC3/APOA4.
Zejména APOC3 Sstl (rs5128, zaména C — G) polymorfismus
(Talmud and Humphries 2001) byl popisovan jako vyznamny
geneticky determinant plazmatickych hladin TG. Popsané vysledky
vSak nejsou zcela konzistentni (viz. napf. Buzza et al. 2001,
Hubacek et al. 2001, Russo et al. 2001), a tento polymorfizmus je
navic umistén v nepfekladaném 3' konci APOC3 genu; takze
mechanizmus jeho pusobeni neni jasny. Jednou z diskutovanych
moznosti bylo, Ze tato varianta je v ¢aste€né vazebné nerovnovaze
s jinou funk&ni variantou ve stejné oblasti, ktera je ve skuteCnosti za
determinaci plazmatickych TG odpovédna.

To vedlo k intenzivni analyze DNA sekvence genového klastru
APOA1/APOC3/APOA4. Neznamé sekvence mysi a lidské DNA
tohoto lokusu (jednalo se zhruba 20% =z cca. 200 000 bp) byly
sekvenovany a zkompletovany. Porovnani lidské sekvence se
specifickou mysSi sekvenci vedlo k identifikaci mezidruhové vysoce
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konzervované DNA sekvence obsahujici putativni gen (pfekladana
sekvence byla nalezena i v databazi mRNA sekvenci, bez informaci
o potencialni funkci proteinu) pro protein s vyraznou afinitou
Kk lipiddm — a tak byl vgenovém klastru APOA1/APOC3/APOA4
identifikovan dal§i gen - gen pro apolipoprotein A5 (APOAS)
(Pennacchio et al. 2001).

Vytvofeni apoA5 transgennich a knock-out mysi potvrdilo
vyznam tohoto genu pro determinaci plazmatickych TG v animalnim
modelu. Transgenni mysSi vykazovaly snizené hladiny plazmatickych
TG a knock-out mysi naopak zvySené hladiny TG, ale hladiny
cholesterolu v plazmé& nebyly u téchto zvifat vyznamné ovlivhény
(Pennacchio et al. 2001).



4. Popis a funkce genu pro apolipoprotein A5

Cela sekvence lidského genu pro APOA5 byla kompletné a
podrobné prectena. Lidsky gen pro APOA5 se sklada celkem ze 4
exonl a koduje 369 aminokyselinovy protein, ktery je témér
vyhradné exprimovan v jatrech (Pennacchio et al. 2001).

ApoA5 je vazan predevSim na C&astice bohaté na TG
(chylomikrony a lipoproteiny o velmi nizké hustoté - VLDL) a na
lipoproteinovych ¢&asticich o vysoké hustoté (HDL). Plazmaticka
koncentrace apoA5 je (v porovnani s jinymi apolipoproteiny) u lidi
nizka — pohybuje se okolo 100 ug/l (O Brien et al. 2005). Dale bylo
popsano, ze se apoA5 vaze na lipoproteinovou lipazu (LPL) a
zvySuje jeji aktivitu (Fruchart-Najib et al. 2004, Schaap et al. 2004).
U mySi exprese lidského apoA5 vede ke snizeni hladin TG
v Casticich VLDL. Exprese lidského apoA5 vedla u mysi k omezeni
produkce VLDL-TG, avSak koncentrace vlastnich VLDL ¢astic byla
stejna jako u kontrolnich mysi (Fruchart-Najib et al. 2004, Schaap et
al. 2004). Dalsim krokem k upfesnéni znalosti o funkci apoAS5 bylo
studium pacientll s mutacemi v genu pro APOA5 (Priore-Oliva et al.
2005), které zpUsobuji pfed€asny vznik stop-kodonu (GIn145 — Stop
a GIn139 — Stop). Mutace GIn145 — Stop byla pfitomna
v homozygotni formé& a bylo zjist€no, Ze plazma tohoto pacienta
aktivuje LPL in vitro se signifikantné mens$i ucinnosti nez plazma
kontrolnich subjektd. V heterozygotni formé se tyto mutace
projevovali spiSe recesivné. Souhrnné - tyto vysledky potvrzuji, Ze
apoA5 hraje roli v aktivaci LPL. Dorfmeister et al. (2008), zcela
nedavno prokazali i/ ze rekombinantni APOAS interaguji s proteiny
skupiny LDL receptorl a ii/ ukazali, Zze mutované APOAS se lisi ve
svych interakcich k témto receptorim. Vysledky naznacily, ze
koncentrace APOA5 v plazmé nemusi nutné byt spolehlivym
ukazatelem jeho funkce a nebude mit podstatny vyznam. Je tedy
jisté, Ze apolipoprotein A5 neplni v lipoproteinech funkci strukturalni,
ale spiSe funkci jakéhosi bio-katalyzatoru.



5. DNA varianty v lidském APOAS5 genu

Ve spolupraci s ostatnimi skupinami jsme podrobné
sekvenovali gen pro apoA5 u téméf 500 osob nékolika etnik
(bélo$ského, ¢erno$ského a hispanského plvodu, zahrnuto byli muzi
i zeny, jednalo se pouze o dospélé jedince). V genu jsme detekovali
témér 20 raznych variant (Pennacchio et al. 2002, shrnuto Hubacek
2004a a Hubacek 2005a, Tabulka &. 1), z nichz Fada byla zjiSténa a
detailné analyzovana také u Ceské populace.

Ve studiich s riznym designem jsme sledovali, zda zjisténé
APOA5 varianty (polymorfismy i mutace; varianty ménici
aminokyselinové slozeni proteinu a varianty umisténé v genovém
promotoru) maji vliv na:

1) hladiny lipidd v plazmé (triglyceridd,
zbytkovych/remnantnich &astic, LDL cholesterolu, HDL
cholesterolu, non-HDL cholesterolu) u rlznych skupin
osob obou pohlavi

2) vyvoj extrémni hypertriglyceridémie

3) vyvoj infarktu myokardu

4) interakce s vné&jSimi zmé&nami — uprava Zivotniho stylu
(dieta, fyzicka intervence) a farmakologické intervence u
riznych  skupin  obyvatelstva -  nutrigenetika,
aktigenetika a farmakogenetika

5) provedli jsme i potvrzujici analyzy vztahta mezi APOA5

variantami a rdznymi biochemickymi Ci
antropometrickymi parametry, které byly popsany jinymi
skupinami.

Kromé& uvedenych humannich studii jsme analyzovali
strukturu, sekvenci a expresi genu pro apoA5 u Prazského
hereditarné - hypertriglyceridemického potkana.



Tabulka €. 1 Seznam variant v genu pro lidsky apolipoprotein A5

sledovanych v ¢eské populaci.

N APOAS5 varianta Populaéni frekvence Asociace s
variantni alely hladinami TG

1 T-1131>C ~85% +++

2 A-3C ~85% +++

3 Serl9>Trp (C56>G) ~72% +4++

4 Vall53>Met (G457>A) ~3.8% -

5 Glyl185>Cys (G553>C) Nedetekovano

6 Ala315>Val (C944>T) <1% ?

7 His321>Leu (A962>T) <1% ?
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6. Asociace mezi APOAS a hladinami lipidd v populaénich
vzorcich

Do prvni studie bylo zahrnuto 501 osob (zdravi jedinci, euro-
amerického plvodu, nekufaci a bez hypolipidemické medikace) a
byla zjisténa asociace mezi polymorfizmem T-1131 — C (rs662799),
jakoz i variantou Serl9 — Trp (C56 — G, rs3135506) a hladinami
plazmatickych TG bez ohledu na to, zda jedinci konzumovali potravu
s vysokym ¢&i s nizkym obsahem tukd (Pennacchio et al. 2001).
Podobné, i kdyz ne tak vyrazné a do urcité miry sex-dependentni
asociace jsme detekovali i v €ernoSské (afro-ameri¢ané) a hispanské
populaci (Pennacchio et al. 2002). Ve vSech pfipadech méli jedinci
s alesponn jednou méné béznou alelou (C-1131 a Trpl9) vySsi
hladiny TG nez ostatni.

Tento primarni nalez jsme potvrdili na reprezentativné vybrané
etnicky homogenni skupingé Cechd (1191 muzi a 1368 Zen o
primérném stari 48,0 + 10,7 let), u kterych jsme béhem dvou
rznych  vySetfeni dvakrat nezavisle analyzovali hladiny
plazmatickych TG (v letech 1997/8 a 2000/1; Hubacek et al. 2003b,
Hubalek et al. 2004b, Triglyceride Coronary Disease Genetic
Consortium... 2010).

Varianta T-1131 — C ovliviiuje triglyceridy v plazmé ve smyslu
vysSi hladiny u nositeld C-1131 nez u homozygotl T/T-1131. Tato
asociace byla pozorovdna b&hem obou let (uveden je pouze rok
2000/1) u muzud (2,40 + 1,63 mmol/l oproti 2,06 £ 1,66 mmol/l) (p <
0.001) i u zen (1,57 + 0,85 mmol/l oproti 1,43 + 0,85 mmol/l) (p <
0.001). Stejna varianta pUsobi na non-HDL cholesterol v plazmé -
vySSi koncentrace jsme nalezli u nositeld alely C-1131 nez u T-
1131T homozygotl. Tato asociace byla pozorovana u muzl (4,61 +
1,09 mmol/l oproti 4,47 £ 1,07 mmol/l, p < 0.01) stejné jako u Zen
(4,46 £ 1,22 mmol/l oproti 4,24 + 1,17 mmol/, p < 0.01). Je zajimavé,
Ze pfi analyze LDL cholesterolu (vypoCitaného podle Friedewaldova
vzorce, Friedewald et al. 1972) a HDL cholesterolu nebyly zjistény
zadné vyznamné asociace (Hubacek et al. 2008a). Lze to vysvétlit
skuteCnosti, ze sice relativné mala, ale presto vyznamna c&ast
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cholesterolu se nachazi na VLDL ¢&asticich.

Plazmatické triglyceridy jsou ovlivnény v ¢eské populaci i
APOAS5 Ser19 — Trp polymorfizmem. Nositelé alely Trpl19, a to jak
muzi (2,40 £ 1,97 mmol/l oproti 2,07 + 1,60 mmol/l) tak i zeny (1,65 +
1,02 mmol/l oproti 1,43 £ 0,82 mmol/l), maji statisticky vyznamné
vys§i koncentraci triglyceridd (p < 0,001 v obou pfipadech, opét
uvedeny vysledky pouze zvySetfeni z let 2000/2001) nez
homozygoti Serl9Ser. VSechny tyto vysledky se shoduji
s asociacemi zjisténymi u jinych bélosskych populaci, kde vSechny
studie zjistily vyznamné vztahy mezi koncentracemi TG a APOA5
polymorfismy, i kdyz je tfeba zminit, ze sila téchto asociaci
v jednotlivych studiich se li§i (revidovano Hubacek 2005a, Tai and
Ordovas 2008).

Je zajimavé, ze tfeti bézna varianta APOA5 (Val153 — Met,
G457 — A, rs3135507), ktera byla podrobnéji sledovéana jen u Ceské
populace, nema u zadny vliv na plazmatické TG. Nicméné u zen
(nikoliv véak u muzd) jsme zjistili (Hubacek et al. 2005b) asociaci
mezi touto variantou a koncentraci HDL cholesterolu v plazmé s tim,
ze vyS88i hladiny HDL cholesterolu byly nalezeny u Val/Val
homozygotl (1,52 + 0,37 mmol/l v porovnani s nositeli Met 1,39 +
0,35 mmol/l, p < 0,01).

Remnantni lipoproteiny (RLP) jsou produkty katabolizovanych
Castic bohatych na TG. ZvySené hladiny RLP souviseji
s aterosklerézou a jsou prediktorem koronarnich pfihod u pacientl
s onemocnénim koronarnich tepen (McNamara et al. 2001).

Hodnotili jsme vliv variant APOA5 (T-1131 — C, Ser19 — Trp
a Val153 — Met) na hladiny RLP-cholesterolu a RLP-TG ve vzorku
285 nepribuznych jedinct (131 muzl( a 154 zen) ve stafi 33 az 72
let. Hladiny RLP-cholesterolu a RLP-TG nebyly vyznamné ovlivnény
variantami APOA5, a to ani u celé populace, ani u muzli a zen,
pokud byly provedeny separatni analyzy. Dospéli jsme k zavéru, Ze
varianty T-1131 — C, Ser19 — Trp a Val153 — Met v genu APOA5
nemaji vliv na hladiny remnantnich €astic v plazmé (Hubacek et al.
2004c).

U mensi skupiny pacientd s diagndzou diabetes mellitus typu 1
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a 2 (202 muzu a 167 zen) jsme analyzovali asociaci mezi variantami
T-1131 — C, Ser19 — Trp a Val153 — Met APOA5 a hladinami
lipidd v plazmé. Na rozdil od zdravé populace byla u téchto pacientu,
a to u muzu i u zen, varianta T-1131 — C spojena nejen s hladinami
triglyceridG v plazmé, ale i s hladinami LDL-cholesterolu v plazmé
(LDL-cholesterol u téchto jedinct nebyl vypocitan, ale byl v plazmé
pfimo zméfen). U homozygotd T-1131T byly vyznamné vyssi hladiny
LDL cholesterolu (3,31 £ 0,07 mmol/l oproti 2,98 + 0,14 mmol/l u Zen
a 3,21 = 0,06 mmol/l oproti 2,95 + 0,16 mmol/l u muzd, p < 0,05
v obou pfipadech) a vyznamné nizsi hladiny TG (1,78 £ 0.10 mmol/l
oproti 2,31 £ 0,14 mmol/l u zen a 2,04 + 0,26 mmol/l oproti 3,03 £
0,73 mmol/l u Zzen, s p < 0,05 u obou analyz) nez u nositelu alely C-
1131 (Hubacek et al. 2005c) a nebyl rozdil mezi diabetem typu 1 a 2.
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7. Asociace mezi variantami APOAS5 a extrémnimi hladinami
triglyceridd v plazmé

Jelikoz jsou bézné varianty genu APOA5 asociovany
s hladinami TG v plasmé, analyzovali jsme je také u jedincl
s extrémné vysokymi hladinami (>10 mmol/l; prGmér 20,4 + 12,8
mmol/l; n = 83). U téchto pacientl jsme sekvenovali cely APOA5
gen, abychom detekovali nové varianty APOA5, potencialné
odpovédné za extrémni hladiny TG.

Frekvence nositell méné Cetnych alel C-1131 a Trpl9 byla
vice nez dvakrat vy$Si (p < 0.0001 pro obé varianty) u pacientd
s hypertriglyceridémii (32,5 % a 30,1 %) nez u kontrolni populace
(15,4 % a 14,1 %) (Hofinek et al. 2003, Vrablik et al. 2003). Ve
stejné skupiné pacientd nebyla zjisténa Zadna asociace mezi
variantou Vall53 — Met a extrémnimi hladinami plazmatickych TG
(frekvence nositeld Met153 €inila 6,5 % u kontrolni populace a 9,6 %
u pacientd). Z toho vyplyva, Ze polymorfismus Vall53 — Met v genu
APOADS nepfedstavuje vyznamny rizikovy faktor pro vyvoj extrémnich
hladin TG (Hubacek et al. 2004d).

Dalsi sekvenovani téchto jedinct odhalilo pfitomnost dvou
vzacnych mutaci APOADS.

Zaprvé byli mezi pacienty s hypertriglyceridémii detekovani tfi
nositelé varianty Ala315 — Val (C944 — T). Nicméné
v reprezentativnim vzorku 3 302 zdravych jedincl bylo zjisténo
dalSich 22 nositeld této alely, znichz 19 mélo normalni hladiny
triglyceridd, zatimco zvysSené hladiny triglyceridd méli jen tfi jedinci.
Proto jsme dospéli k zavéru, Ze tato varianta sama o sobé nehraje
ddlezitou roli v genetické determinaci hypertriglyceridémie (Hubacek
et al. 2008b).

Déle byl detekovan jeden pacient s mutaci His321 — Leu
(A962 —T), a i kdyZ tato varianta nebyla nalezena u 282 kontrolnich
jedincll (Dorfmeister et al. 2008) a dal se tedy pfedpokladat kauzalni
vztah k hyperTG, podrobna analyza vSak neukazala na kliCovou
dilezitost této zmény pro metabolizmus TG.

Nezavisle na tom byla detekovana varianta APOA5 Cys185 —
Gly u &inského obyvatelstva (Kao et al. 2003). Nositele alely Gly185
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jsme nenasli mezi 83 jedinci s vysokymi hladinami TG, ani mezi 420
zdravymi jedinci. Tato varianta pravdépodobné neni pfitomna
v béloSské populaci nebo je jeji frekvence pfili§ nizka, aby méla
detekovatelny vliv na hladiny plazmatickych TG (Hubacek et al.
2004d).
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8. Asociace mezi APOAS variantami a infarktem myokardu

Rovnéz jsme analyzovali frekvence genotypl tfi obvyklych
polymorfism{ APOAS5 u pacientt (muzl) mladsSich 65 let, ktefi prezili
svlj prvni infarkt myokardu (MI), v porovnani s kontrolni zdravou
populaci.

Ve skupiné pacientl s Ml je frekvence vzacnych homozygotu
minimalné pro jednu variantu APOA5 (C/C-1131 a/nebo Trp/Trpl9)
vyznamné vyssi (7,4 % oproti 2,0 %, p < 0.00001) nez v popula¢nim
vzorku (n =1 191) (Hubacek et al. 2003, Hubacgek et al. 2004b).

Naopak frekvence nositelll Met153 se v téchto dvou skupinach
vyznamné neliSila (6,5 % oproti 6,4 %) (Hubacek et al. 2005b).
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9. Varianty genu pro APOAS a intervence — nutrigenetika,
aktigenetika a farmakogenetika

Mozné interakce mezi variantami APOA5 a
ve Gtyfech studiich rGzného zaméreni.

Nejprve jsme hodnoatili vliv béznych variant genu APOA5 na
hladiny lipid( v plasmé u 117 muzU, u nichZ béhem osmileté studie
do$lo k vyrazné zméné diety (Poledne and Skodova, 2000) a ke
snizeni celkového cholesterolu (z 6,2 + 1,3 mmol/l v roce 1988 na
54 + 1.1 mmol/l vroce 1996). Varianty APOA5 T-1131 — C a
Val153 — Met béhem uvedené doby nemély vliv na uvedené zmény
hodnot. Naopak polymorfizmus Ser19 — Trp vtomto osmiletém
Casovém useku ovlivnil pokles celkového cholesterolu v plazmé. U
homozygott Serl9Ser byl cholesterol v plazmé relativné stabilni (6,1
+ 1.2 mmol/l v roce 1988 a 5,6 + 1,0 mmol/l vroce 1996, -8 %).
Pokles cholesterolu v plazmé byl u nositelt Trp19 vice nez 25% (6,5
1+ 1,6 mmol/l v roce 1988 a 5,1 £ 1,0 mmol/l v roce 1996) (p < 0.005).
Zmény ostatnich lipidovych parametrd (HDL-cholesterol, LDL-
cholesterol, triglyceridy) nebyly asociovany s jinymi variantami
APOAGS (Hubacek et al. 2006, Hubacek et al. 2007b).

Dale bylo sledovano 98 nepiibuznych Ces$ek/nediabetiéek
s nadvahou & obezitou (BMI vice nez 27,5 kg/m?), které prochazely
devititydennim programem zmény zivotniho stylu, zahrnujicim
omezeni pfijmu energie a aerobni cviceni. Nebyly zjiStény zadné
asociace mezi poklesem BMI a variantami APOAS5, ale nositelky T-
1131T genotypu mély vyznamné vys3&i télesnou hmotnost pfed i po
této intervenci (p < 0.05, p = n. s. pro BMI). Navic se sniZily hladiny
plazmatickych TG u homozygotld Serl9Ser, avSak zvySily se u
nositelek Trpl9 (1,42 + 0,62 mmol/l oproti 1,28 + 0,48 mmol/l
v porovnani s 1,15 + 0,47 mmol/l oproti 1,41 + 0,80 mmol/l, p < 0,05).
Podobné nedoslo ke snizeni hladin LDL-cholesterolu u nositelek
alespori jedné méné obvyklé alely APOA5 (n = 26), jak tomu bylo u
nositelek T-1131T/Ser19Ser (3,11 + 0,70 mmol/l oproti 3,27 + 0,81
mmol/l v porovnani s 3,39 + 0,81 mmol/l oproti 3,16 + 0.86 mmol/l, p
< 0.05) (Suchanek et al. 2008).
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U 188 dospélych jedincld jsme zkoumali eventualni asociaci
mezi APOA5 polymorfizmy (T-1131 — C, Serl9 — Trp a Vall53 —
Met) a ucinnosti tfimési¢ni aplikace nizkych (téméF ekvipotentnich)
davek statind (v davkach 10 - 20 mg, simvastain, atorvastatin,
lovastatin). Nositelé genotypu APOA5 TT-1131 méli vétsi prospéch
z 1éCby statiny ve srovnani s nositeli alely C-1131 (A LDL-C -36,3
15,1 % oproti A LDL-C -29,9 £ 12,5 %; p < 0.005) (Hubacek et al.
2009a). Uginnost hypolipidemické Iécby statiny nebyla ovlivnéna
variantami Ser19 — Trp a Val153— Met.

Konec¢né, jedince (3071 muzu a 3567 zen) ze studie HAPIEE
(Health, Alcohol and Psychosocial factors In Easter Europe) jsme
rozdélili dle pfitomnosti méné Cetnych alel APOA5 do tfi skupin
(pfitomno 0, 1, a alesponi 2 alely) a dle energetického pfijmu (podle
143 polozkového dotazniku) rozdélili do tfi skupin s nizkym
(spodnich 25%), stfednim (25-76 percentil) a vysokym (hornich
25%) celkovym energetickym pfijmem. Zjistili jsme vyznamnou
interakci mezi celkovym energetickym pfijmem a APOAS5 haplotypy.
Narlst hladin TG u jedincl s 2 a vice rizikovymi alelami se lisil (v
porovnani s nejbéznéjSim haplotypem, P = 0.034 po adjustaci na
BMI a pohlavi) dle energetického pfijmu od 0.57 + 0.27 mmol/L
(nizky energeticky pfijem), pfes 0.86 + 0.15 mmol/L (stfedni
energeticky pfijem) k 1.28 + 0.25 mmol/L (vysoky energeticky
pfijem) (Hubacek a Bobak, pfipravovano k publikaci).
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10. Konfirmacni analyzy vztahti mezi APOAS variantami a
riznymi biochemickymi ¢i antropometrickymi parametry

Asociaci mezi alelou C-1131 a vysSkou matky, jakoz i vétsi
porodni délkou plodu naznadil Ward et al. (2003). Tuto asociaci
vysvétluje hypotéza, podle niz mlze zvySeni hladin plazmatickych
TG vést k lepsi nitrodé&lozni vyzivé plodu.

U 1 305 Zen ve stéii 28 az 67 let a minimalné s jednim ditétem
jsme analyzovali putativni asociaci mezi variantou APOA5 T-1131 —
C a télesnou vySkou matky. Télesna vyska matek se u homozygotu
T/T (n=1093; 162,5 £ 6,5 cm) a nositelek alely C (n = 212; 162,1 +
6,4 cm) neliSila. Nepodafilo se tak potvrdit, Ze matky s alelou APOAS
C-1131 jsou vysSi nez homozygoti T/T-1131 (Hubacek et al. 2004e).

Asociace mezi variantou T-1131 — C APOAS s koncentraci C-
reaktivniho proteinu u mladych neobéznich Korejcl popsal Jang et
al. (2004). U nositelll alespori jedné alely C-1131 byly v porovnani s
T-1131T homozygoty zaznamenany vy$Si hladiny C-reaktivniho
proteinu v plazmé. U 1 119 muz( evropského pdvodu (ve stafi 49,2
+ 10,8 let) jsme analyzovali putativni asociaci mezi obvyklymi
variantami APOA5 a koncentracemi C-reaktivniho proteinu (po
logaritmické transformaci). Hladiny C-reaktivnich proteind u
homozygota T/T-1131 (n = 946; 0,33 + 0,24 mg/l) a nositelu alely C
(n = 173; 0,33 + 0,23 mg/l) se nelisili. Tedy, na rozdil od Korejc(,
neméla ve velké skupiné béloSskych muzi varianta T-1131 — C
APOAS5 Zadny vliv na koncentrace C-reaktivniho proteinu v plazmé a
ani dalsi varianty APOAS (Ser19 — Trp a Val153 — Met) nemély vliv
na koncentrace C-reaktivniho proteinu v plazmé (Hubacek et al.
2005d).

Ve dvou studiich byla analyzovana interakce mezi béZnym
polymorfismem (E2, E3 a E4) genu APOE, variantou APOA5 Ser19
— Trp a vyskytem hypertriglyceridémie.

Schaefer et al. (2004) nalezli sedm APOE2/E2 mezi 170
jedinci se zvy$enymi hladinami TG (nad 2,3 mmol/l). Sest z nich také
bylo nositely APOAS alely Trp19. U zdravych normolipidemickych
jedincl se jim nepodafilo tuto kombinaci detekovat.
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Naopak my jsme neprokazali zadnou vyznamnou interakci
mezi APOE2/E2 a pfitomnosti alely Trpl9 vgenu APOA5 u
hypertriglyceridemickych jedincl (Hubacek et al. 2005e). Nicméné
ze 111 pacientd s extrémnimi hladinami TG (>10 mmol/l) mélo vice
nez 50 % jedincU s alelou Trpl9 také alelu APOE4, zatimco podil
téchto jedincu v bézné populaci ¢inil pouze 13 % (p < 0.001).

U reprezentativniho vzorku 2 500 osob (1 168 muzi a 1 332
zen) jsme dale zjistovali interakce mezi variantami geni APOAS a
APOE v zavislosti na pohlavi (Hubacek et al. 2008c). U Zen (nikoliv
v8ak u muzu) jsme zpozorovali asociaci mezi polymorfismem APOE
a celkovym cholesterolem (TC) v pfitomnosti bézného haplotypu
APOAS (TT-1131/SerSer19) — nositelé APOE2 maji nejnizsi (5,12 +
1,15 mmol/l) a nositelé APOE4 nejvyssi (6,05 £ 1,06 mmol/l) hladiny
TC vplasmé (p < 0,001). Pokud je pfitomna alespon jedna alela
APOAS5 C-1131 nebo Trpl9, APOE nevykazuje vyznamny vliv na
TC v plasmé. APOA5 nema vliv na hladiny TG v plasmé, pokud je
pfitomna alela APOE4. V pfitomnosti APOE2 nebo APOE3 jsou u
nositeld alel APOA5 C-1131 nebo Trpl9 vysSi hladiny TG (1,64
1,05 mmol/l) nez u ostatnich (1,37 £ 0,75 mmol/l) (p < 0.01). U muzl
nebyly podobné interakce pozorovany.
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11. Struktura, sekvence a exprese ApoA5 genu u Prazského
hereditarniho hypertriglyceridemického potkana

Prazsky hereditarni hypertriglyceridemicky (HTG) potkan je
uziteénym modelem lidské hypertriglyceridémie a dalSich symptomu
metabolického syndromu (Vrana and Kazdova, 1990). Proto jsme na
této linii studovali gen pro apoA5 a jeho expresi za normalnich
podminek i po dlouhodobé zatézi fruktdzou.

Sekvenovali jsme cely gen apoA5 téchto potkanud a potkani
kmenl Lewis a Whistar nam poslouzili jako normotriglyceridemické
kontroly. Mezi potkany uvedenych kmenl0 neexistovaly rozdily
v genové struktufe ani v genové sekvenci (polymorfizmy a mutace).
Analogicky se mezi témito zvifaty neprojevily vyznamné rozdily
v expresi apoA5, poté co jim byla podavana fruktéza (ktera stimuluje
rozvoj hypertriglyceridémie) (Kadlecova et al. 2006). U tohoto
modelu tudiz apoA5 nehraje dulezitou roli pfi ur€ovani plazmatickych
triglycerida.
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12. Zavéry

Gen pro apolipoprotein A5 a vliv jeho variant na rdzné
biochemické a antropometrické parametry byly v odliSnych
podminkach podrobné analyzovany u rlznych jedincid ceského
puvodu (Hubacek et al. 2009b). Dikladna analyza potvrdila, Ze
nékteré z jeho variant mély vyznamny vliv na koncentraci triglycerid
v plazmé& a mohou také ovlivnit riziko vzniku infarktu myokardu.

1)

2)

3)

4)

5)

Alely C-1131 a Trpl9 jsou u muzl i u Zzen spojeny se
zvySenymi hladinami TG v plazmé. Podobné jako u
zdravych osob, jsou hladiny TG (a LDL-cholesterol)
v plazmé ovlivnény variantou APOA5 T-1131 — C také u
pacientll s diabetem mellitus. Nositelé alely Met153 maji
niz8i hladinu HDL cholesterolu v plasmé&, ale tato asociace
je zavisla na pohlavi a plati pouze u Zen. Koncentrace
remnantnich ¢astic u osob evropského plvodu
s variantami APOAS nesouvisi.

U hypertriglyceridemickych pacientu jsou frekvence alel C-
1131 a Trpl9 vyznamné vySSi nez u kontrolni populace.
Nebyla zjisténa asociace extrémné vysokych hladin TG s
variantou Val153 — Met. U pacientl a kontrol (spole¢né ~
500 osob) jsme nenalezli v ¢inské populaci detekovanou
alelu Cys185 — je tedy pravdépodobné, Ze je pfitomnost
této alely je rasové specificka. Zbyva podrobné vyjasnit
presnou roli identifikovanych mutaci (Ala315 — Val a
His321 — Leu) a vzniku hypertriglyceridémie.

U nositeldl minimalné jednoho genotypu C-1131C nebo
Trpl9Trp je vySSi riziko vzniku infarktu myokardu.

MuZi nositelé alespori jedné alely Trpl9 Iépe reaguji na
zmény ve stravovani neZz homozygoti Serl9Ser. Rovnéz
kombinovana dietni a cviCebni intervence muze byt
prospésnéji pro nékteré podskupiny definované
variantami APOA5. APOAS haplotyp ovliviuje plazmatické
TG v interakci s celkovym energetickym pfijmem

Pilotni studie ukazala, ze z 1éCby statiny nejvice profituji
nositelé APOAS5 genotypu T-1131T.
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6) Nepodafilo se nam potvrdit pfedpokladané asociace
variant APOA5 svySkou matek ani s hladinami C-
reaktivniho proteinu u muzd.

7) Je mozna urgita, nikoliv v8ak zcela jasna interakce mezi
hypertriglyceridémii a genotypy APOE a APOAS.

Gen APOA5 a jeho varianty jsou, nehledé na nizkou
koncentraci proteinu v plazm&, dosud nejsilngSim znamym
determinantem hladin plazmatickych triglycerida u lidi.
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16. Podékovani

Chtél bych podékovat vSem, ktefi mi pomohli pFi ziskani
prezentovanych vysledk(. Na prvnim misté rodi€im, ktefi mé
maximalné podporovali b&éhem studii. Dale bych chtél podékovat
svym kolegim z University of Texas Southwestern Medical Center
(prof. HH Hobbs a prof. JC Cohen), kde jsme gen pro apolipoprotein
A5 zacali analyzovat. Na mé védecké draze mé dale vedli a
zku$enosti mi pfedavali prof. G Schmitz (University of Regensburg),
prof. PJ Talmud a prof. SE Humphries (University College London) a
prof. R. Poledne (IKEM, Praha). Podékovani patfi i dalSim byvalym a
soucasnym spolupracovnikim, zvlasté klinikim, bez jejichz pomoci
bych neshromazdil dostateéné mnozstvi studijniho materialu (za
vSechny alespon dr. Adamkové z IKEM a dr. M. Vrablikovi z VFN). V
neposledni fadé pak pani laborantce E. Simackové, ktera stala se
mnou u zrodu Laboratofe molekularni genetiky v IKEM a po mnoho
let byla v laboratofi mou pravou rukou.



